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摘  要 
肺癌是目前发病率和死亡率居全球首位的恶性肿瘤，是严重危害人类健康的
恶性疾病。相对于乳腺癌、前列腺癌等其他主要类型的恶性肿瘤，至今仍缺乏对









入阐明 Men1 与肺癌的关系及其机制。 
本研究利用临床肺癌病理标本免疫组织化学检测发现，多种常见肿瘤如肺腺
癌、结肠癌、乳腺癌均有效表达 menin 蛋白，且肿瘤中 menin 的表达量明显低于
癌旁组织，提示 menin 在以上肿瘤中可能扮演着抑癌基因的角色。分子水平研究
发现，临床肺腺癌中 menin 表达降低与其 DNA 甲基化密切相关，癌组织中 Men1
启动子的甲基化程度高于癌旁组织近 4 倍，DNA 甲基化酶抑制剂处理肺腺癌细
胞可明显降低 Men1 启动子区域的 DNA 甲基化修饰、恢复 Men1 转录和表达。
进一步研究发现，原癌基因 K-Ras 通过上调 DNMTs 的表达，促进 Men1 启动子
区域的 DNA 甲基化修饰，从而抑制 Men1 转录与表达。此外，menin 表达降低
后可通过 p18 等信号通路促进肺腺癌细胞的细胞周期进程和细胞增殖；同时
menin 过表达可增强 A549 对电离辐射诱导的细胞凋亡的敏感性。 
本研究结果阐明了 K-Ras 和 menin 在肺腺癌发生中的关键生物学作用，以及


















Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths in the world, which is 
still lack of molecular mechanisms. Men1, a critical oncogene of multiple endocrine 
neoplasia type 1(MEN1), encodes a novel protein menin. Men1 is associated with lots 
of human disease such as MEN1, pituitary tumors, insulinoma and other endocrine 
tumors. It has been reported that Men1 also plays an important role in the 
development of leukemia and diabetes, however whether it is involved in non 
endocrine tumor, for instance lung cancer, is still poorly understood. Previous studies 
have indicated that sporadic lung carcinoid could be induced in Men1 LOH mice and 
the probability of occur non-small cell lung cancer was significantly increased in 
Men1+/- or Men1+/-; P18-/- mice. These studies suggested that menin might be involved 
in lung cancer development, but the molecular mechanisms remain unclear. 
Our results indicate that menin expressed in a variety of common cancers like 
lung cancer, colon cancer and breast cancer detected by immunohistochemistry. The 
expression of menin in tumor was significantly lower than that in adjacent tissue, 
suggested that menin probably plays as a tumor suppressor in these tumors. The 
further study found that the menin decrease is associated with DNA methylation in 
lung adenocarcinoma. It is noteworthy that Men1 promoter methylation in cancer is 
nearly 4 times than that in the adjacent tissues, which can be significantly reduced by 
DNA methylation inhibitors. To further determine the potential mechanism, we 
performed intensive studies and found that oncogene K-Ras can inhibit the 
transcription and expression of Men1 by upregulating the DNMTs expression and 
promoting Men1 promoter methylation. Furthermore, the decreased menin expression 
can accelerate the cell cycle and proliferation of lung adenocarcinoma through p18 
signaling pathways. In addition, our findings provide evidence that menin can 
promote the A549 apoptosis induced by ionizing radiation. 
Our results conclusively reveal that K-Ras and menin play key biological 
function in the development of lung adenocarcinoma and clarify the epigenetic 
regulation mechanism of DNA methylation on menin expression. This will provide a 
new theoretical basis for the diagnosis and treatment of lung cancer. 
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机制及信号通路的认识。已证实，部分关键原癌基因如 K-Ras、ALK (Anaplastic 
Lymphoma Kinase)、EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) 以及抑癌基因 p53
等表达异常或突变是肺癌发生的重要分子机制。因此，深入阐明有关肺癌细胞恶
性表型的分子网络，将对肺癌的早期诊断和有效治疗提供关键的分子靶点。 
1  肺癌的表型分类及发生机制 
1.1  肺癌的分类 
根据肺癌的生物学特征和治疗方法的不同，常把肺癌分为两大类[1]：非小细






























1.2.1  K-Ras  
1.2.1.1  Ras 基本特征 
K-Ras 与 N-Ras、H-Ras 共同构成了 Ras 基因家族，它们分别定位于 12、1、
11 号染色体，均含有 4 个编码的外显子和 1 个 5’端非编码外显子，全长约 30kb，




具有高度亲和力并具有较弱的 GTP 酶活性（水解 GTP 为 GDP），在细胞信号转
导中起重要作用。当与 GTP 结合时，p21-Ras 处于活性状态；与 GDP 结合时，
则处于非活性状态。正常情况下，p21-Ras 与 GDP 结合并没有活性，当细胞外刺
激因子把信号传导到胞膜内侧的 p21 时，可增强 p21 与 GTP 结合活性，使 p21
和 GTP 结合成为激活状态，信号系统开放。p21 的 GTP 酶活性又可使 GTP 水解
成 GDP，从而使信号系统失活。正常情况下 p21 的 GTP 酶活性很弱，当其与 GTP
酶激活蛋白（GAP）结合后可大大加速水解而使 p21 失活。p21 与 GDP 结合后
以激活鸟苷酸释放蛋白（GNRP）的方式使 p21 释放 GDP 结合 GTP。p21 通过
Ras-GTP 和 Ras-GDP 两种构象的相互转化控制细胞信号转导，从而调节细胞分
化、增殖和凋亡过程。 
1.2.1.2  Ras 信号通路 
1.2.1.2.1  Ras 上游信号通路 
Ras 能被复杂的网络激活（如图 1.1）。首先，被磷酸化激活的受体如 EGFR、
PDGFR 等直接结合于生长因子受体结合蛋白（Grb2）或间接结合并磷酸化含有
src 同源区 2（SH2）结构域的蛋白质（如 Shc、Syp）后再激活 Grb2[2]。其次，

















Ras 蛋白结合于细胞膜的内侧面，在非激活状态下，Ras 蛋白与 GDP 结合呈失活
状态，Sos 蛋白则能促进 Ras-GDP 释放 GDP，并使 Ras 与 GTP 结合而转变为
Ras-GTP 的活化状态。Ras 具有内在 GTPase 活性，它的活性可被 RasGAP 调节，
因而 RasGAP 扮演 Ras 活性调节剂的角色。 
 
 
图 1.1  Ras 上游信号通路 
Fig 1.1  Ras upstream signaling pathway  
 
1.2.1.2.2  Ras 下游信号通路 
Ras/Raf 通路  至今，Ras/Raf 通路是 明确的信号转导通路之一[5]（如图
1.2）。当 GTP 取代 GDP 与 Ras 结合，Ras 被激活后，再激活丝氨酸/苏氨酸激酶
级联放大效应，招募胞浆内 Raf1 丝氨酸/苏氨酸激酶至细胞膜上，Raf 激酶磷酸
化 MAPK 激酶（MAPKK），MAPKK 激活 MAPK，MAPK 被激活后转至细胞核
内直接激活转录因子。另外，MAPK 刺激 Fos、Jun 转录因子形成转录因子 AP1，















转录因子，它能激活其他基因， 终这些信号集中起来诱导 Cyclin D 的表达和
活化。Cyclin D 与 Cyclin 依赖性激酶（如 CDK4 和 CDK6）形成复合体，促使细
胞从 G1 期进入 S 期。然而 Ras/Raf 通路不是调控 G1 期进展的唯一通路。Ras
与 Raf 单独结合不能促进 Raf 激酶活性，同时 Raf 也能被不依赖 Ras 的机制所激
活（例如被 Src 酪氨酸激酶和 PKC 所激活）；MAPK 也能被不依赖 Ras 的机制（如
通过调节整合素的活性）所激活。表明级联反应每一个信号蛋白质都能被多个上
游蛋白质所激活，而它们也可能有另外的靶蛋白。 
Rho/Rac 通路  Rho 家族蛋白质是小 G 蛋白的 Ras 超家族成员，其氨基酸
序列大约有 30%与 Ras 蛋白相同，三个主要的 Rho 蛋白是 Cdc42、Rho 和 Rac。
Cdc42 刺激 Rac，Rac 接下来刺激 Rho[7]。活化的 Ras 能直接结合并激活磷脂酰
肌醇-3-激酶（PI3K）的 P110 催化亚基，PI3K 活化后将二磷酸磷脂酰肌醇（PIP2）
转化而生成第二信使三磷酸磷脂酰肌醇（PIP3），激活 Ras 相关蛋白 Rac GTP/GDP
交换因子（guanine exchange factor，GEF），通过激活 Rac/Cdc42 调控激动蛋白细
胞骨架的重组及转录因子 NF-kB 的活化，从而促进抗凋亡蛋白的产生来抑制细
胞凋亡[8]。另一方面，鸟嘌呤解离刺激因子（RalGDS）可直接被 Ras 激活，RalGDS
可激活 GTP 酶，激活蛋白 RalBP，它能抑制 Cdc42 和 RacGTP 酶。Rac 和 Cdc42
利用 MAPK 传递信号至核内，通过刺激 Src 和 fos 启动子达到转录调节的作用。
另外，Rac 和 Cdc42 激活 Jun N 端激酶，该酶结合 Jun、EIk1 和 ATF2 等转录因
子，这就是 Rho 在细胞癌变过程中起重要作用的可能机制。 
PKB/AKT通路  活化的Ras通过PI3K将PIP2转化为PIP3后激活PKB/AKT
信号通路来调控细胞生存。PKB/AKT 通过多种途径和多种靶基因来抑制细胞凋
亡，如直接磷酸化 IKKa，使 IKK 激活，调节 NF-κB 活化，抑制凋亡。Bcl- 2 相
关促死亡蛋白（BAD）通过与 Bcl- 2 和 Bcl- XL 结合，Ser136 被 PKB/AKT 磷
酸化后 Bad 从定位在线粒体膜上的 Bcl- 2/Bcl- XL 复合物释放，与 14- 3- 3 蛋白
形成复合物，丧失了促凋亡活性。Caspase-9 是凋亡中的启动和效应胱天蛋白酶。
胱天蛋白酶原 9 的 Ser196 以一种 Ras 依赖的方式被 PKB/Akt 磷酸化，不能被细

















图 1.2  Ras 下游信号通路 
Fig 1.2  Ras downstream signaling pathway 
 
 1.2.1.3  Ras 突变与肺癌发生 
原癌基因 Ras 被激活为有致癌活性的癌基因有 3 种方式：基因点突变、基
因异常的大量表达、基因插入及转位，其中以点突变为 常见。20%以上的人类
肿瘤与 Ras 有关，其中 K-Ras 基因与肺癌特别是非小细胞肺癌的发生密切相关。
NSCLC 中 K-Ras 突变常发生于 12、13 或 61 位密码子的点突变[9, 10]。不同突变
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